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り，16S 毒素は12S 毒素に無毒性で赤血球凝集活性をもつ 
hemagglutinin component（HA）が結合している．19S 毒
素は16S 毒素が２分子結合したものである2)．Ａ型は12S，
16S，19S 毒素を，Ｂ，Ｃ，Ｄ型は12S と16S 毒素を，Ｅ，
ボツリヌスＢ型16S 毒素のヒト腸管上皮細胞への結合活性の解析
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　Botulinum neurotoxin produced by Clostridium botulinum type B is a complex of 12S and 16S toxins｡ 12S toxin 
consists of a neurotoxin and a nontoxic nonﾝHA ﾛNTNHﾜ｡ The 16S toxin consists of a neurotoxin､ an NTNH､ and a 
hemagglutinin ﾛHAﾜ｡ Foodﾝborne botulism is caused by these complex toxins､ which are ingested orally and absorbed 
from the digestive tract across the epithelial barrier lining the gut｡
　Here we show that the type B 16S toxin､ but not the 12S toxin or the neurotoxin､ binds to the T84 human intestinal 
epithelial cell line｡ We also demonstrate that the HA moiety in the 16S toxin mediates the toxin binding to the cells｡ 
The carbohydrates containing a galactose moiety inhibited the binding of the 16S toxin to the T84 cells､ and 
neuraminidase treatment of the cells increased the 16S toxin binding｡ The binding of the 16S toxin to the 
neuraminidaseﾝtreated cells was also inhibited by carbohydrates containing a galactose moiety｡ These results suggest 
that the type B 16S toxin binds to human intestinal epithelial cells via the galactose moiety in the carbohydrate chain 
on the cell surface｡
原　著



















　Ｂ型 16S 毒素，12S 毒素，神経毒素は，既報 4)に従
い， C｡ botulinum type B strain lamanna より精製した．
２. 毒素の細胞結合活性の測定
　ヒト大腸がん由来細胞Ｔ84（米国ハーバード大学，W｡ I ｡ 
Lencer 先生より供与）を96 well plate に播き，８～10日後
に実験に使用した．細胞を氷冷 HBSSﾝHEPES（pH 6.0）





HEPES（pH 6.0）で洗浄し，二次抗体として HRP ラベル











３. 細胞の neuraminidase 処理
　Ｔ 84細胞の培地を除去し，４％（ｗ/ｖ) parafor-
maldehyde (in HBSSﾝHEPES pH 6.0）にて室温20分処理
し，固定した．その後１M glycine (in HBSSﾝHEPES pH 
6.0）で室温１時間処理し，洗浄後，0.1Ｕ/㎖ neuraminidase 





胞を氷冷 HBSSﾝHEPES (pH 6.0）で洗浄後，Alexa 488で
ラベルしたＢ型神経毒素，12S 毒素，および16S 毒素各５ﾑ 
を上皮細胞の apical から添加し，４℃，１時間静置した．
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図１　Ｂ型16S，12S および 7S 毒素のＴ84細胞への結合活性
Ｔ84細胞に各種毒素を添加して４℃１時間インキュベートし















　 ボツリヌス16S 毒素のヒト腸管上皮細胞への結合：金　英姫 　
⒜　B16S 毒素 ⒝　B12S 毒素



























































































acetylﾝgalactosamine の阻害効果は他の galactose 含有糖
に 比 し て 若 干 低 か っ た ．一 方 ， glucose と Nﾝ
acetylﾝglucosamine は全く阻害効果を示さなかった．





neuraminidase 処理により増加した B16S 毒素の結合は，
galactose により用量依存的に阻害された．10ﾋ galactose 





















　B16S 毒素のＴ84細胞への結合は，B16S 毒素中の HA コ
ンポーネント（BHA）が担っていることが競合阻害実験よ










Nﾝacetylﾝlactosamine と galactose および lactose の競合
阻害効果がほぼ同等であったことから，Ｂ型16S 毒素とＡ
型16S 毒素で認識する galactose 含有糖鎖の部分が若干異
なると考えられる．
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図５　Ｂ型16S 毒素の neuraminidase 処理したＴ84細胞への結
合と galactose による結合阻害
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